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Etude de la survivance des Brucella 
dans le fromage de Roquefort 
par M. H. DuTHEIL 
Note présentée ·par M. H. J ACOTOT 
Des travaux antérieurs que nous avions effectués sur la survi­
vance des Bru cella dans le Roquefort portaient essentiellement sur 
des fromages fabriqués avec des laits artificiellement infectés. 
Depuis lors, nous avons repris ces travaux et multiplié des 
études identiques sur d'autres laits. 
Enfin, nous avons pu étudier, ce qui nous semblait important, la 
survivance de ces germes dans des fromages fabriqués avec des laits 
naturellement infectés, ce qui n'avait pu être fait précédemment. 
TECHNIQUES EMPLOYÉES: 
Nous avons ensemencé du ]ait de brebis avec des cultures de 
Brucella et ensuite fabriqué du Roquefort. Ce fromage a subi le 
traitement normal au point de vue salage et affinage. Nous avons 
pris toutes les précautions que pouvait exiger la manipulation des 
produits infectés avec des germes pathogènes. 
Ces études ont porté sur : 
Brucella Melitensis et B. Abortus Bovis. B. Abortus Suis n'a pas 
fait l'objet d'études aussi poussées que celles que nous avons faites 
pour les deux espèces précédentes, et cela,· parce que nous avons 
considéré que les risques humains d'infection par ce germe sont 
beaucoup plus rares qu'avec les deux autres et notamment BrucelJa 
Melitensis. 
a) Cultures des Brucella et dénombrement.
-- Choix des souches. 
Brucella Melitensis provenait d'isolements récents d'hémocultures 
de sang humain ou animal et Brucella Abortus Bovis, d'isolements 
sur animaux. 
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Nous avons nous-mômes pratiqué ces isolements ou bien nous 
sommes nous adressé à des Laboratoires spécialisés en France ou à 
l'étranger. 
b) Ensemencement dans le lait de brebis. 
Les Brucella ont été cultivées sur milieux solides ou liquides. Les 
germes récoltés, lavés par centrifugation avec du sérum physiolo­
gique stérile, dénombrés par néphélométrie. 
Les suspensions ainsi obtenues ont servi à l'ensemencement du lait 
de brebis et cela à des doses souvent importantes : plusieurs cen­
taines de milliards pour 10-11 litres de lait, c'est-à-dire la quantité 
nécessaire pour la fabrication d'un Roquefort. 
c) Fabrication du fromage et affinage de celui-ci. 
La suspension microbienne préalablement dénombrée, est ajoutée 
au lait quelques instants avant l'imprésurage en prenant soin de 
mélanger le tout dans les meilleures conditions possibles. Un 
échantillon de ce lait est prélevé, refroidi aussitôt et examiné au 
Laboratoire. 
Le fromage est fabriqué dans un local spécial, salé et affiné dans 
les conditions identiques à celles d'un Roquefort normal. 
d) PrélèCJement du fromage au cours de son CJieillissement en CJue 
de rechercher les germes apportés. 
8 à 12 heures après le début de l'emprésurage, lorsque le fromage 
est à peu près formé dans les moules, on effectue un premier prélè­
vement en vue de rechercher les Brucella. 
Au deuxième jour (48 heures après) on prélève à nouveau le fro­
mage, ainsi qu'au quatrième, huitième, vingtième jour et à un, deux, 
et trois mois. 
e) Méthodes employées pour la recherche des Brucella. 
Le fromage est prélevé par le procédé décrit dans notre note (1) 
puis pesé, et broyé avec un agitateur spécialement étudié à cet 
efîet ; le tout pratiqué dans des conditions de stérilité convenables. 
Le liquide servant à la mise en suspension du coagulum ou à sa dis-
(1) «Etude des germes pathogènes dans le fromage de Roquefort». M. 
E. Ro u s s EL et H. DuTHEIL C. R. Société de pharmacie de Montpellier, mai 
1947, p. 115-126. 
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solution est du sérum physiologique ou un tampon à base de 
citrate de sodium. 
On fait une dilution convenable de la suspension ainsi obtenue 
dans laquelle on recherche les Brucella par culture sur milieux sélec­
tifs ou bien par inoculation au cobaye. 
Nous avons quelquefois employé les deux méthodes comparati­
vement. 
Une première partie de ce trarail a été publiée dans les comptes­
rendus de la Société de Phannacie de JV/ontpellier (Séance mai 1947) (1) 
<< ETUDE DES GERMES PATHOGÈNES DANS LE FROMAGE DE ROQUE­
FORT », pages 115 à 126, M. E. RoussEL et H. DuTHEIL. 
Au cours de cette étude nous avons remarqué que les Brucella 
étaient rapidement détruites dans le fromage (moins de vingt jours). 
Nous avons alors émis l'hypothèse que cette destruction rapide 
pouvait être imputée à l'abaissement du pH provoqué par la fer­
mentation lactique qui s'opère durant les premiers jours de la fabri­
cation. 
Nous avons fait quelques essais dans le but de mettre en évidence 
le processus de destruction des Brucella sous l'influence de l'acidi­
fication. 
Partant d'un milieu de culture liquide - ramené à des valeurs 
de pH différentes allant de 6,5 à 4,2 --- maintenu à la température 
de 18°C, conditions de température dans les salles de fabrication du 
Roquefort, nous apportons les Brucella de façon à avoir une con­
centration finale de 400 millions de microbes par centimètre cube 
de milieu. 
Le pH des milieux de culture a été abaissé par addition d'acide 
lactique provenant de la fermentation du lactose du lait de brebis 
avec les ferments qu'il renferme. Le liquide est stérilisé par filtration 
sur bougie Chamberland L.5. 
Au cours de la fermentation qui s'opère dans le fromage à 18°C le 
pH passe de 6,4 à la mise en moule à 4, 7 en moyenne. 
Or, à ce pH les souches de Brucella que nous avons éprouvées sont 
détruites en moins de 8 jours. Il semblerait donc établi que les 
(1) «Étude des germes pathogènes dans le fromage de Roquefort» M. 
E. RoussEL et H. DuTHEIL C. R. Société de pharmacie de Montpellier, Mai 
1947, p. 115-126 
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Brucella seraient détruites par l'acidité ionique provenant de la 
fermentation du lait de brebis. 
Il était intéressant de sa voir si Ja fermentation du lait de brebis 
n'élaborait outre l'acide lactique, des substances douées d'un elîet 
bactériostatique ou bactéricide sur ces germes. Nous avons comparé 
Jes actions bactéricides de l'acidité provenant des produits naturels 
de la fermentation du lait de brebis et de l'acide lactique chimique­
ment pur. 
En conclusion, l'acide lactique seul suffit à expliquer l'action bacté­
ricide constatée sur les Brucella. 
A ]a lumière de ces quelques expériences simples, il semblait 
probable que Bru cella ne pouvait pas survi \Te dans le fromage de 
Roquefort au delà de quelques jours. 
Les détails de toutes ces études n'ont pas été publiés. 
Les résultats de cette première série d'études sur le fromage de 
Roquefort peu vent se résumer à ceci : 
Tous les échantlllons de caillé prélevés ! 
--- 8 à 12 heures après l'emprésurage ont donné des résultats 
positifs, à la fois par culture et inoculation au cobaye, lorsque ces 
dernières ont été pratiquées. 
Il en a été de même après 48 heures. 
Au quatrième jour, les isolements deviennent difficiles. 
Au huitième jour, les prélèvements son� en général négatifs. 
Au vingtième jour, il n'est plus possible d'isoler de Brucella 
quelle qu e soit la méthode employée, et à fortiori à : 1-2 et 3 mois. 
Nous avons fait de nombreuses études avec diverses souches de 
Brucella ; modifié nos ensemencements dans le lait et surtout : 
amélioré nos techniques d'isolement des germes dans le fromage, ce 
qui était pour nous le point essentiel. 
RÉSULTATS : 
Quelle que soit la quantité de Brucella apportée dans le lait et la 
méthode employée pour leur isolement, il n'a pas été possible de mettre 
en éridence ce germe au delà du ringtième jour de fabrication du fro­
mage. 
Jusque là nous n'avions opéré que sur des laits normaux infectés 
avec des cultures de Laboratoire, et cela parc� que, nous av10ns 
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rencontré des difficultés à nous procurer des laits provenant d'ani­
maux naturellement infectés et éliminant des Bru cella vivantes 
dans leur lait. 
Cette étude, pour être complète, devrait donc porter sur des laits 
provenant de troupeaux infectés de Fièvre de .Malte. 
Nous deYons ajouter que de tels laits ne sont pas employés dans 
la fabrication du Roquefort. La législation actuelle rend obliga­
toire la déclaration des troupeaux atteints de i\lelitococcie (Article 
224 du Code Hural). 
Nous avons recherché des troupeaux infectés et testé les laits par 
lactoagglutination. -- Nous ne connaissions pas encore le Ring­
test. - Les laits de mélange donnant une lactoagglutination posi­
tive au moins au vingtième ont fait l'objet d'une étude bactériolo­
gique en vue de rechercher les Brucella. 
Après de nombreuses investigations nous avons réussi à déceler 
des BrucelJa vivantes dans le lait de deux troupeaux. 
Nous avons fabriqué des fromages en opérant comme nous l'avions 
fait précédemment. 
R 1tsu LTATS : 
Après aCJoir CJérifié que les fromages étaient infectés au départ, nous 
aCJons constaté une disparition rapide des Brucella dans les premiers 
jours, et tous les examens pratiqués au CJingtième jour de la fabrication 
sont demeurés négatifs. 
Une autre étude de ce genre a porté sur le lait d'un troupeau de la 
région de Roquefort lequel avait d'ailleurs fait l'objet d'un arrêté 
préfectoral en date du 11 féyrier 1952 interdisant à ce producteur la 
commercialisation de son lait. 
Un arrangement particulier nous a permis de traiter ce lait à 
titre expérimental, dans un local spécial et d'examiner ces fromages 
sur le plan bactériologique en cours d'affinage. 
Nous avons procédé systématiquement à la recherche des Bru cella 
dans les fromages au CJingtiènie jour de fabrication. Cette étude a 
été poursuivie durant plusieurs mois. 
Là encore, il n'a pas été possible de mettre en éCJidence de Brucella 
sur les échantillons de f ramages e.rcaminés au CJingtième jour de la 
fabrication. 
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CONCLUSIONS : 
Il résulte des études que nous avons faites sur les laits de brebis 
destinés à la fabrication du Roquefort que les Brucella sont détruites 
dans les premiers jours de la fabrication du fromage. 
Nous avons obtenu des résultats identiques en partant de laits 
normaux artificiellement infectés ou bien de troupeaux atteints de 
Fièvre de Malte et éliminant des Brucella dans le lait. 
Après le vingtième jour de la fabrication, il n'a pas été possible de 
mettre en évidence de Bru cella. Nous avons opéré par culture ou 
inoculation au cobaye. 
Cette destruction semblerait pouvoir s'expliquer par l'abaissement 
rapide du pH et à un niveau assez bas qui s'opère au cours de la 
fabrication du Roquefort. 
Toutefois, le facteur pH n'est peut être pas le seul élément à agir 
au cours du processus de destruction des Brucella dans le Roquefort, 
mais il joue certainement un rôle important. 
(Laboratoires de la Société 
des Caves de Roquefort). 
